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Beschralbung 

Aus dereuropfilschen Patentanmeidung mitderVer&ffentli<*ungsnummer (EP-A) 0 171 024 sind Derivate 
des Hirudin und ihre gentechnische Herstellung bekannt 
5 Ea wurde nun gefunden, daft das Hirudin-Derivat der Aminosauresequenz 

0 1 10 
Leu- Thr- Tyr- Thr- Asp- Cys -Thr- Glu- Ser- Gl y- Gin- Asn- Leu- Cys- 
10 20 

Leu- Cys- Glu- Gly- Ser-Asn- Val-Cys- Gly- Gin- Gly- Asn-Lys- Cys- 

30 40 
He- Leu- Gly- Ser- Asp- Gly- Glu- Ly s- Asn- Gin- Cys- Val - Thr- Gly- 

15 

50 

Glu- Gl y- Thr- Pro- Ly s- Pro- Gin- Ser- His- Asn- Asp- Gly- Asp- Phe- 
60 

20 Glu- Glu- I le- Pro- Glu- Glu- Tyr- Leu- Gin 

eine Reflie von Vorteilen aufwelst In diesar Sequenz wurde die Numerierung gemflB EP-A 0 171 024 beibe- 
halten. 

25 Das Hirudin und seine Derivate weisen unterschiedliche biologischa Aktivitfit auf, was auf eine unterschied- 
licha Aff initfit zum Thrombin und/oder eine unterschiedliche Stabilitfit zuruckgafuhrt werden kann. Das erfin- 
dungsgemfiBe Hirudin-Derivat zeichnet sfch Oberraschenderweise durch eine besondere Aktivitfit aus. 

Weiterhin wurde gefunden, daB das erfindungsgemSBe Hirudin-Derivat besondere vorteilhaft in Hefen 
exprimiert wild. Wie Vergleichsversuchezeigten, erfoigteine Expression vonanalogen Hirudin-Derivaten, die 
30 N-terminai mit Thr-Tyr Oder lle-Tyr beginnen, nur ma niedrigen Ausbeuten. 

Die Expression aus HefezeOen ist nicht nurdeshalb vorteilhaft, well das Hirudin-Derivat sakretiert wird, 
sondern vor allam deshalb, weil as praktlsch quantltativ in richtig gefalteter Form voriiegt und hohe Aktivitfit 
zeigt 

Die Figur 1 zeigt Ktonterungsvektoren zur Gewinnung einer Genstruktur, die fur das Hefe-MFa-Vorlfiufer- 
35 protein und das erfindungsgemSBe Hirudinderivat codiert Die Figur 2 zeigt einen Hefe-Expressionsvektor mit 
dieser Genstruktur. 

Die Herstellung des erf indungsgemflBen Hirudin-Derivats kann selbstverstfindlich auch nachanderen Me- 
thoden erfolgen, beispielswsiee durch Expression in Baktarien Oder In hflheren eukaryotischen Zellen wie In- 
sektenzellen Oder tierischen Zellen. Bevorzugt wind jedoch die Expression aus Hefesystemen, beispielsweise 
40 unter Verwendung der Hefe-Arten, wie sie in der EP-A 0 248 227 aufgeffihrt sind, z. B. Pichia paatoris, 
Hansenula polymorphs, Schizosaccharomyces pombe Oder bevorzugt Saccharomyces cerevisiae. 

Vektoren filr die Expression in Hefen sind in groBer Zahl bekannt, beispielsweise aus EP-A 0 060 057, 0 
088 632, 0 116 201, 0 121 884, 0 123 544 und 0 195 691. Die Herstellung des erfindungsgemfiBen Hlrudlrv 
Derivats wird im folgenden anhand des Hefe-a-Faktorsystems beschrieben, was jedoch nur als beispteihaft 
45 zu verstehen ist, da in an sich bekannter Weise auch andere Expressionssysteme eingesetzt werden kftnnen. 
Die Struktur des Hefe-Pheramongens MFa ist bekannt aus Kurjan und Hershkovitz, Call 30 (1982) 933- 
943, woauchdie MGglichkeit der Expression anderer Gene und dleSekretlon der Gen produkta dlskutlert wird. 
Diasbezuglich kann auch auf Brake etal., Proa Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984, 4642 -4646, verwiesen werden. 
Als Hefevektoren werden vorteilhaft sogenannte ■shuttle"-Vektoren verwendet, die einen bakterieDan 
50 Plasmid- und einen Hefeplasmid-Replikationsursprung sowie Gene zur Selektton in beiden Wirtssystemen 
aufweisen. Fernerenthalten solche Vektoren die zur Expression framder Gene notwendlgen Pramotorsequen- 
zen und gegebenenfalls zur Verbessarung der Ausbeute eine Termi natoreequenz, so daB das heterologe Gen 
- zweckmSRig fusioniert an sekretorische Signale - zwischen Promoter und Terminator angeordnet ist 

Die Erf indung wird durch die Wgenden Belspiele nflher erlfiutert Prozentangaben beziehen slch auf das 
55 Gewicht. 
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Belsplel 1: Konstruktlon des Express I on svektors 

Zun3chst wird die DNA-Sequenz I (Tabelle 1) nach dem Phosphltverfahren synthetteiert Diese DNA-Se- 
quenz codiert fur die Aminosauren 49 bis 80 des MFa-Vorlauferproteins und entspricht im wesentlichen der 

5 naturlichen DNA-Sequenz. 

Die DNA-Sequenz I wird zu nachst als Sonde zur Isolier ung des Gens fur den a-Faktor ver we ndet und h ier- 
zu mit ^P marklert. Mit Hflfe dleser Sonde wird aus elner genomischen Xgt11-Hefegenbank (wle sie Inzwischen 
handelsublich und z. B. bei Qontech Laboratories Inc., 4055 Fabian Way, Palo Alto, CA94303 erhaltlich sind) 
das Gen isdiert. Dazu werden &gt11-Phagen, die das a-Faktorgen tragen, in einem Plaque- 

10 Hybridisierungsexperiment identifiziert Phagen aus als positiv identrfizierten Plaques werden isdiert, ver- 
mehrt und die DNAgewonnen. Diese wird mit EooRI gespalten und auf einem 0,8%-igen Agarosegel anaiysiert 
Nach einem "Southern transfer-Experiment wird die Membran gegen die ^-marklerte DNA-Sequenz I hy- 
brid isiert Phagen-DNA, die ein ca. 1 ,75 kb-Fragment aufweist, das gegen die DNA-Sequenz I hybridisiert, wird 
erneut mit dem Enzym gespalten und das entsprechende Fragment isoliert Der Vektor pUC 19 wird mit EcoRI 

15 geoffnet und mit dem 1 ,75 kb-Fragment mit T4~Ugase umgesetzt. Man erhalt den Klonierungsvektor 1 . 

In der Tabelle 2 sind die Klonieru ngsvektoren aufgefOhrt, die alle auf Basis eines pUC-Plasmids konstrulert 
wurden. Die Tabelle zeigt hierbei nurdie Polylinker-Region dieser Vektoren in derublichen 5'-3'-Richtung, wo- 
bei die MFa-Sequenzen durch punktierte und die Hirudin-Sequenzen durch gestrichelte Unlen angedeutet 
sind. Durchgezogene Linien bedeuten pUC- bzw. Linker-Sequenzen. Die Figur 1 zeigt diese Klonierungsvek- 

20 toren schematisch und nicht ma&stabsgetreu. 

Mit dem Ugationsgemisch wird der Stamm E odi 79/02 transformiert Wei&e Kolonien werden isdiert, 
hieraus die Plasmid-DNAgewonnen und Rasmide, die das 1,75 kb-EcoRI-Fragment enthalten, identifizlert 
Die natflrliche DNA-Sequenz des Vorlauferprotelns fQr M Fa ent halt im Bereich der Codons fQr die Amino- 
sauren 8 bis 10 eine Pstl-Schnittstelle und Im Bereich der Codons fur die Aminosauren 48/49 eine Taql- 

25 Schnlttstelle. Aus der isolierten Plasmid-DNA wird nun durch Umsetzung mit Pstl und Taql das Fragment iso- 
liert, das fur die Aminosauren 9 bis 48 der MFa-Vorlaufersequenz codiert Der Vektor pUC1 8 wird mit Pstl und 
Kpnl geoffnet und mit dem Pstl -Taql -Fragment sowle mit der synt hetischen DNA-Sequenz I mit Hflfe von T4~ 
Ligase umgesetzt Mit dem Ugationsgemisch wind E. coti 79/02 transformiert. Das Transfer mat ionsgemisch 
wird auf IPTG-Xgal-Ap-Platten ausplattiert Wei&e Kolonien werden isdiert und die Plasmid-DNA dieser Klone 

30 durch Restriktionsanalyse charakterisiert. Man erhalt so den Klonierungsvektor 2, der fur die Aminosauren 8 
bis 80 der MFot-Voriaufereequenz codiert. 

Aus dem Klonierungsvektor 2 wird durch Umsetzung mit Pstl und Kpnl die genannte oodierende Sequenz 
ausgeschnitten und in die im fdgenden beschriebene Ligierung eingebracht Hierzu wird der Klonierungsvek- 
tor 1 mit EcoRI und partial mit Pstl umgesetzt und das die Codierungssequenz fur die ersten 8 Aminosauren 

35 der MFa-Vorlaufersequenz umfassende Fragment isoliert Weiterhin wird der Vektor pUC19 mit EcoRI und 
Kpnl geoffnet und mit den beiden beschriebenen Fragmenten ligiert, wobei der Klonierungsvektor 3 entsteht 
Dieser codiert fur die gesamte Vorlaufersequenz des MFa bis zur Aminosaure 80. 

Als Ausgangsmaterial fQr den grSUten Teil der Hir udln-Sequenz dient das in der EP-A 0 1 71 024 als "DNA- 
Sequenz P wiedergegebene synthetische Gen, das in der voriiegenden Tabelle 1 als DNA-Sequenz IV aufge- 

40 fuhrt ist In dieser Sequenz sind die Restriktionsenzym-Schnittstellen durch Unterstreichung hervorgehoben: 
Im Bereich der Aminosauren 1 bis 3 schneidet Acd, im Bereich der Aminosauren 30/31 BamHI und, beginnend 
mit dem letzten Stop-Codon, Sacl. Am 5'-Ende des Gens flndet steh die GberhSngende Sequenz fQr Xbal und 
am 3'-Ende die OberhSngende Sequenz fQr Sail. 

Dieses syntheti^he Gen wurde in zwei Teilen subkioniert (Figuren 1 und 2 in der EP-A0 171 024). Diese 

45 SubWonierungsvektoren sind in der Tabelle 2 unter Nr. 4 (entsprechend Rgur 2 von EP-A 0 171 024) bzw. 6 
(entsprechend der Rgur 1 von EP-A 0 171 024) wiedergegeben. 

Der Klonierungsvektor 4 wird mit Hindi und Hindlll geSffnet und die linearislerte DNA wird mit der DNA- 
Sequenz II (Tabelle 1) ligiert In dem so erhaltenen Klonierungsvektor 5 ist an der stumpfendig ligierten Stelle 
eine Ncol-Schnittstelle gebildet werden. 

50 Aus dem Klonierungsvektor 8 wird das fur die Hirudin-TeOsequenz codierende Fragment durch Totalver- 
dauung mit BamHI und Acd herausgeschnitten. Dieses Fragment wird dann mit dem Klonierungsvektor 3, der 
mit BamHI und Kpnl ge6ffnet wurde, sowle mit der DNA-Sequenz III (Tabelle 1) ligiert In der DNA-Sequenz 
III sind die letzten drei Codons in der gleichen Weise numeriert wle in der DNA-Sequenz IV (Tabelle 1). Man 
erhalt so den Klonierungsvektor 7, der fQr die ersten 80 Aminosauren der Vorlaufersequenz von MFa und die 

55 ersten 30 Aminosauren des erfindungsgema&en Hirudin-Derivats codiert, wie durch DNA-Sequenzanalyse 
bestatigt wurde. 

Aus dem Klonierungsvektor 5 wird mit BamHI und Hindlll das Fragment ausgeschnitten, das fur die Ami- 
nosauren 31 bis 64 von Hirudin codiert Dieses Fragment wird in den mit den gleichen Enzymen gedffneten 
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Klonierungsvektor 7 ligiert, wobei der Klonierungsvektor 8 erhalten wird, der fur die eraten 80 Aminosauren 
der MFa-Vorl§ufersequenz und die gesamte Sequenz des erf Indungsgema&en Hirudin-Derivats oodiert Die 
Struktur dieses Plasmids wird durch Restrlktionsanalyse bestatigt 

Das Plasmid Yep13 (Broach et al.. Gene 8 (1979) 121) wird mit BamHI geoffnet und die Gberstehenden 
5 Enden mit Klenow-Polymerase aufgefullt Die DNA wird mit Ethanol gefallt und mit alkalischer 
Rinderphosphatase behandelt 

Aus dem Klonierungsvektor 8 {Tabelle 2) wind mit Ncol und EcoRI das f Or das Hlrudln-Dertvat und die Vor- 
iaufersequenz des MFa codierende Fragment ausgeschnitten und die Gberstehenden Enden wie beschrieben 
aufgefullt. 

10 Die beiden stumpfendigen DNA-Sequenzen werden mitei nander ligiert, wobei die Plasmide pafHirl 7 und 
pafH!ii8 (Figur 2) entstehen. Diese beiden Plasmide unterscheiden sich nur in derOrientiemng des Insertier- 
ten Fragmentes. 

WieinderEP-A0 171 024 beschrieben, kann hinterdie insertierte Sequenz ein Terminator eingesetzt wer- 
den (Figuren 4 bis 6 der EP-A 0 1 71 024). Hierfur eignen sich die Ncol- und/oder die BamHI-Schnittsteilen. 

15 Nach Amplif ikation der PlasmkJ-DNA in E coli MM294 wird das Plasmid pafHirl 7 in die Leucin-bedurftigen 
Hefesfimme Y79 (a,trp1-1,leu2-1) (Cantrell et ah, Proc. Acad. Natl. Sci. USA 82 (1985) 6250) und DM8-6(o/a 
Ieu2-3 i 112::ura3*/teu2::lys2 + l trpr/trpl", his3.11, 15/hi93-11. 15, untirlumT, Iys27iysr, arg4-17/arg4 + , 
ade17ade1">) (Maya Hanna, Dept Mol. Biol. Massachusetts General Hospital, Boston, USA) nach der Uthlum- 
Methode von Ito, H. et al., J. Bacteriol., 153 (1983) 163 transformiert. Kolonien, die auf selektrvem Medium 

20 ohne Leucin-Zusatz wachsen konnen, werden isoiiert und vereinzelt. Hefe-Minimalmedium wild mit den ein- 
zeinen Kolonien beimpft und 24 Stunden bei 28°C inkubiert Die Zeilen werden abzentrffugiert und der Ober- 
stand in einem TTirombin-Hemmtest auf Himdinaktivitat QberprOft Aus Hefeldonen, deren Oberstand Hirudin- 
Aktivitat zeigt, wird die Plasmid-DNArelsoliert und durch Restriktionsanalyse charakterisiert Die transformier- 
ten Hefestamme werden fur die folgenden Expressionsversuche eingesetzt 

25 

Belsplel 2: Expression 

10 ml HefevoJImedium wird mitZeDen, die auseinerfrischen Obernachtkuitureines nach Beispiel 1 erhal- 
tenen Stammes aus selektivem Medium entnommen wurden, so beimpft, dad eine optische Dichte ODuo = 
30 0,1 erreicht wird. Die Kultur wird 8 Stunden bei 28°C geschuttelt worauf 90 ml frisches Medium zugesetzt wer- 
den. Anschlie&end wird die Kultur fOr weitere 20 Stunden geschdttelL Die Zeilen werden abzentrffugiert und 
die Hlrudinaktlvitat im Oberetand bestlmmt 

Belsplel 3: Aufarbeltung 

35 

Nach Beispiel 2 erhaltener Oberstand wird auf pH 3 bis 5 angesauert und auf eine mit 0,1 M Essigsaure 
aquilibrierte Adsorptionssaule mit einem porosen Adsorber harz aus einem Copolymer von Styrol und Divinyl- 
benzol (®DIAION HP 20) gegeben. Nach Waschen mit Tris * Ha (pH 8,5) und 50 mM Essigsaure erfolgt die 
Button mit 30 %igem Isopropanoi. Die das H irudirvDerivat ent haltenden Fraktionen werden vereinigt und Qber 
40 eine Q-SEPHAROSE®-Saule gereinigt. die mit 20 mM Piperazin • HCI (pH 6) aquilibriert wurde. Die Elution 
erfolgt hierbei fiber einen 0- 0,25 M NaCI-Gradienten. Die das Hirudin-Derivatent haltenden Fraktionen werden 
erneut vereinigt und durch HPLC Qber eine C1 8- "Reversed Phase 1 -Chromatographiesaule gereinigL Das so 
erhaltene Reinprodukt wird anschlle&end einerautomatisierten Proteinsequenzanalyse unterzogen. 

45 Belsplel 4: Vertfelchsbelsplei 

VerfShrt man gemaa Beispiel 1, setzt Jedoch an Stelle der DNA-Sequenz III (Tabelle 1) die folgenden Se- 
quenzen ein, so kann man im Oberstand der Hefekultur nur eine minimale Hirudin-Aktivitat nachweisen. 

50 

1 2 

(Pro) Leu Asp Lya Arg Thr (Tyr) 
5' CT TTG GAT AAA ACA ACG T 

55 Ilia 3' CAT GGA AAC CTA TTT TCT TGC ATA 

(Kpnl) (AccI) 
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1 2 

(Pro) Leu Asp Lya Arg He (Tyr) 

5' CT TTG GAT AAA AGA ATA T 

1 1 lb 3' CAT GGA AAC CTA TTT TCT TAT ATA 
(Kpnl) 

10 Bfii Verwendung der DNA-Sequenz 1Mb enthalten dia den KJonierungsvektoren 7 und 8 (Tabelle 2) errt- 
eprechendan Vektoran nicht die Aecl-Schnlttstellfl. 



Tabelle 1: DNA- Sequenzen 



15 



20 



SO 55 

I. 5' C GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTC TCC 
3» TA CAA CGA CAA AAC GGT AAG AGG 

(Tagl) 

60 65 
AAC AGT ACT AAT AAC GGT TTA TTG TTC 
25 TTG TCA TGA TTA TTG CCA AAT AAC AAG 

70 

ATT AAT ACT ACT ATT GCT AGC ATT GCT 
TAA TTA TGA TGA TAA CGA TCG TAA CGA 

75 80 

35 GCT AAA GAA GAA GGG GTA C 3' 

CGA TTT CTT CTT CCC 5 T 

(Kpnl) 

40 

II. 5 1 CATGGA 3 1 
3 f GTACCTTCGA 5 ' 

« (Hindlll) 



^ (Pro) Leu Asp 

50 

III. 5' CT TTC GAT 

3' CAT GGA AAC CTA 
(Kpnl) 

55 



Lys 


Arg 


Leu 


Thr 


(Tyr) 


AAA 


AGA 


CTT 


ACG 


T 3 1 


TTT 


TCT 


GAA 


TGC 


ATA 5 T 



(Accl) 
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10 



DNA-Segugnz IV 

Triplett Nr. 
Amino saure 
Nucleotid Nr. 
Cod. Strang 
nicht cod. Strang 

6 7 8 

Thr Glu Ser 
30 

ACT GAA TCT 
TGA CTT AGA 

1a 

16 17 18 

Glu Gly Ser 
60 

GAA GGA TCT 
CTT CCT AGA 



20 



25 



30 



35 



26 27 28 

Lys Cys lie 
90 

AAA TCC ATC 
TTT ACG TAG 

36 37 38 

Asn Gin Cys 
120 

AAC CAG TGC 
TTG GTC ACG 

46 47 48 

Lys Pro Gin 
150 

AAA CCG CAG 
TTT GGC GTC 



56 57 58 

Glu Glu Xle 
180 

GAA GAG ATC 
# CTT CTC TAG 

Stp 

210 

TAG AGC TCG 
A TC TCG ACC 

45 







0 


1 


2 


3 


4 5 






Met 


Thr 


Tyr 


Thr 


Asp Cys 








10 






20 


5 1 CT 


AGA 


ATG 


ACG 


TAT 


ACT 


GAC TGC 


3' 


T 


TAG 


TGC 


ATA 


TGA 


CTG ACG 


9 


10 


11 


12 


13 


14 


15 


<rJL y 


Gin 


Asn 


Leu 


Cys 


Leu 


Cys 




40 






50 




GGT 


CAG 


AAC 


CTG 


TGC 


CTG 


TGC 


CCA 


GTC 


TTG 


GAC 


ACG 


GAC 


ACG 


IP 


20 


21 


22 


23 


24 


25 




Val 


Cys 


Glv 


Gin 


Gly 


Asn 






70 






80 




AAC 


GTT 


TGC 


GGC 


CAG 


GGT 


AAC 


TTG 


CAA 


ACG 


CCG 


GTC 


CCA 


TTG 




30 


31 


32 


33 


34 


35 




Glv 


Ser 


Asp 


Gly 


Glu 


Lys 




100 






110 




CTT 


GGA 


TCC 


GAC 


GGT 


GAA 


AAG 


GAA 


CCT 


AGG 


CTG 


CCA 


CTT 


TTC 






41 


42 


43 


44 


45 


Vdi 


TVtr 


Glv 


Glu 


Glv 


Thr 


Pro 






130 






140 




GTT 


ACT 


GGC 


GAA 


GGT 


ACC 


CCG 


CAA 


TGA 


CCG 


CTT 


CCA 


TGG 


GGC 


49 


so 


51 


52 


53 


54 


55 


Ser 


His 


Asn 


Asp 


Gly 


Asp 


Phe 






160 






170 




TCT 


CAT 


AAC 


GAC 


GGC 


GAC 


TTC 


AGA 


GTA 


TTG 


CTG 


CCG 


CTG 


AAG 


59 


60 


61 


62 


63 


64 




Pro 


GlU 


Glu 


Tyr 


Leu 


Gin 


Stp 






190 




200 




CCT 


GAG 


GAA 


TAC 


CTT 


CAG 


TAA 


GGA 


CTC 


CTT 


ATG 


GAA 


GTC 


ATT 


AGC 


T 


3' 
5 l 











50 



55 
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Tabelle 2: Klonierungsvektoren 



5 




rate 






i 


19 


-E-*-(l,75 to a- Fragment) • • -E- 




2 




-TC- • • fa- 80 -49) • • -T" ■ (a- 48-8) • • *P- 




3 


19 


-B-K—<a-80- 49) • • *T» • • (a- 48 - 8) • • - P • • - E- 


10 


A 
*± 


Q 

o 


n (Hir31-64)-S-Hc-Hd- 




5 


8 


-B-- <Hir31-64)-S-N-Hd- 




6 


12 


-B (Hir30-3) — -A---X-A- 


15 


7 


19 


- Hd- B (Hir30-3)---A---K- • • (a- 80- 8) • • -P- • -E- 




8 


19 


-Hd-N- S--- (Hir64-3)---A---K---(a-80-8)--P---E 


20 




••■ MFct- 


Seguenzen Hirudin- Sequenzen 



Abkurzungen fur Rastriktionsenzyme 



25 


A 


= ACCl 




B 


= BamHI 




E 


= EcoRJ 




He 


= Hindi 




Hd 


= Hindill 


30 


K 


= Kpnl 




N 


= Ncol 




P 


=Pstl 




S 


= Sall 




T 


= Taq! 


35 


X 


= Xbal 



PattntansprQcha 

40 Patantansprucha fur folgende Vertragsataaten : AT, BE, CH, DE, FR, GB, IT, LI, LU, NL, SE 

1. Hirudin-Derivat der Amlnosfiuresequenz 

0 1 10 
45 Leu- Thr -Tyr- Thr- Asp- Cy s- Thr- Glu- Ser- Gly- GLn- Asn- Leu- Cys- 

20 

Leu- Cys- Glu- Gly- Ser- Asn- Val- Cys- Gly- Gin- Gly- Asn- Lys- Cys- 
50 30 « 

He- Leu- Gly- Ser- Asp- Gly- Glu- Lys- Asn- Gin- Cys- Val- Thr-Gly- 

50 

Glu- Gly- Thr- Pro- Lys- Pro-Gin- Ser- His- Asn- Asp-Gly- Asp-Phe- 
60 

Glu- Glu- lie- Pro- Glu- Glu-Tyr-Leu- Gin 



7 



EP 0 324 712 B1 

2. DNA, codierend fur das Potypeptid mit der Aminosaure-Sequenz nach Anspruch 1. 

3. Vektoren. enthaltend eine DNA-Sequenz nach Anspruch 2. 

4 Verfahren zur Herstdlung elnes Polypeptids nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da* man eine 
DNA nach Anspruch 2 In elner Wirtszelieexprimiert. 

5. Verfahren nach Anspruch 4. dadurch gekennzeichnet. daft die Wlrtszelle eine Hefezelle ist 
a Arzneimittel, gekennzeichnet durch einen Gehalt an dem Polypeptid nach Anspruch 1. 
Patentanspruche fQr folgenden Vertragsstaat : GR 
1. DNA, codierend fur ein HirudbvDerivat der AminosSuresequenz 



oi 10 

Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Giy-Gln-Asn-Leu-CySK 

20 

Leu- Cys- Glu- Gly- Ser- Aen- Val- Cys- Gly- Gin- Gly- Asn- Ly s- Cys- 
30 

lie- Leu- Gly- Ser- Asp- Gly-Clu-Lys- Asn- Gin- Cys- Val-Thr- Gly- 

50 

Glu- Gl y- Thr- Pro- Ly s - Pro- Gin- Ser- His- Asn- Asp- Gly- Asp- Phe- 
60 

Glu- Glu- 1 1 e- Pro- Glu- Glu- Tyr- Leu- Gin . 
Z Vektoren, enthaltend eine DNA-Sequenz nach Anspruch 1. 

3. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids mlt der in Anspruch 1 genannten AirfnceSureeequenz, da- 
durch gekennzeichnet. da& man eine DNA nach Anspruch 1 in einer Wrtezelle exprimiert 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daft die WWszelle eine Hefezelle ist 
Patentanspruche fur folgenden Vertragsstaat : ES 

1. Verfahren zur Heretellung elnas Hlrudln-Derlvats der Amhosauresequenz 

r r 

Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp-Cya-Thr-Glu-Ser-Gly-Cln-Asn-Leu-Cys- 

20 



Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Vai-Cys-Oly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys- 

30 40 
Ile-Leu-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys-Val-Thr-Gly- 

S0 

Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe- 
60 

Glu- Clu- He- Pro- Glu- Glu- Tyr- Leu- Gin , 
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dadun* getennzetehnet, da* man eine DNA. die fur dteses Polypeptid codiert. in einer Wirtszelie 
exprlmiert 

2. Verfahren nach Anspmch 1 , dadumh gekennzelchnet, da* dia Wirtszelie eine HefezeUe tat 

5 

Claims 

Claim, for the following Contracting State. : AT. BE, CH. DE. FR. GB. IT, LI. LU. NL. SE 

10 l A hirudin derivative with the amino acid sequence 

0 1 



15 



leu-Thr-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu- 



20 



Cys-Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Aan-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Aan- 
30 

Lya-Cys-lle-Leu-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys- 
40 

Val-Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-Hia-Aan- 

25 60 

Aap-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln. 

x 2. D^codirigfcrthepolype^ 

3. Vectors containing a DNA sequence as claimed in claim 2. 

* A process for the preparation of a polypeptide as claimed In claim 1 , which comprises expression of a 
DNA as claimed in claim 2 in a host (all. 

5. The process as claimed In daim 4, wherein the host «*l Is a yeast cell. 

6. A pharmaceutical containing a polypeptide as claimed in claim 1 . 
40 Claim, for the following Contracting State : OR 

1. DNA coding for a hirudin derivative with the amino acid sequence 



so 



55 



9 
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0 1 10 
Leu-Thx-Tyr-Thr-Asp-CyB-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Aan-Leu- 

20 

Cys-Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Aan-Val-Cya-Gly-Gln-Gly-Asn- 
30 

LyB-Cys-Ile-Leu-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-Cys- 

40 50 
Val-Thr-Gly-Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pxo-Gln-Ser-His-Asn- 

60 

Aap-Gly-Asp-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln. 



2. Vectors containing a DNA sequence as claimed In claim 1 . 

3. Aproc^lbrthepreparationtf^^ 

comprises expression ofaDNAas claimed in claim 1 1n a host cell. 

4. The process as claimed in claim 3, wherein the host cell is a yeast cell. 
Claims for the following Contracting State : ES 

1. A process for the preparation of a hirudin derivative with the amino add sequence 

0 1 10 
Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Aan-Leu- 

20 

Cys-Lett-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn- 
30 

Lys-CyB-Ile-Lau-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Iya-Aan-Gln-Cys- 

40 50 
Val-Tbx-Gly-Glu-Gly-Thx-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Aan- 

60 

Aap-Gly-Aap-Phe-Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln, 

which comprises expression of a DNA which codes for this polypeptide in a host cell. 
2. The process as claimed in claim 1 , wherein the host cell is a yeast cell. 

Rsvendlcatlons 

Revendications pour lea Etat. contractant. .ulvanta : AT, BE. CH, DE, FR. GB, IT, U, LU, NL. 
SE 

1. Derive de I'hirudine, de sequence {TamlnoacMes 



10 
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10 



15 



Leu-Thr-Tyr-Thr-Aap-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Aan-Leu-Cys- 

20 

Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys- 

40 

30 * U 
Ile-Leu-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lya-Asn-Gln-Cys-Val-Thr-Gly- 

50 

Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-Hia-Asn-Asp-Gly-Aflp-Phe- 
60 

Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln. 

20 

Z ADN, codant pour le polypeptide ayant la sequence tfamlnoacldes selon la revendteatlon 1. 

3. Vecteurs, contenant une sequence d'ADN selon la revendteatlon 2. 

25 4. precede poirprtparerunpdy^^^^ 

selon la revendlcatton 2. dans une cellule note. 

5, Precede selon la revendteatlon 4, caractarise en ce que la cellule note est une cellule de levure. 
30 & Medicament, caracttrise par une teneur en polypeptide selon la revendteatton 1 . 
Revindications pour I'Etat contractant sulvant : GR 
1. ADN, codant pour un derive de I'htrudine, de sequence d'amtnoacides 

3S 

0 1 

Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-Asn-Leu-Cys- 

« 20 

Leu-Cys-Glu-Gly-Ser-Asn-VaX-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys- 

30 

45 iie-Leu-Gly-SGr-Asp-Gly-Glu-Lys-Asn-Gln-cys-Val-Thr-Gly- 

50 

*> Glu-Gly-TJir-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Plie- 

60 

Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Gln. 

85 

2. Vecteure, contenant une sequence d'ADN selon la revendteatlon 1 . 



11 
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15 
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3. Proc6d6 pour preparer un polypeptide ayant la sequence d'amJnoacides citee dans la revendication 1. 
carecterise en ce qu'on exprime un ADN selon la revendlcatton 1. dans une cellule hole. 

4. ProcMa salon la revendication 3, caracterise en ce que la cellule note est una cellule de levure. 
Revendications pour I'Etat contractant aulvant : ES 
1. Procede pour preparer un derive da I'hirudlna, de sequence d'aminoacides 

0 1 10 
Leu-Thr-Tyr-Thr-Asp-Cys-Thr-Glu-Ser-Gly-Gln-ABn-Leu-CyB- 

20 

Leu-Cys-Glu-Gly-Sor-Aan-Val-Cys-Gly-Gln-Gly-Asn-Lys-Cys- 

30 40 
20 iie-Leu-Gly-Ser-Asp-Gly-Glu-Lys-Aan-Gln-Cys-Val-Thr-Gly- 

50 

Glu-Gly-Thr-Pro-Lys-Pro-Gln-Ser-His-Asn-Asp-Gly-Asp-Phe- 

25 

60 

Glu-Glu-Ile-Pro-Glu-Glu-Tyr-Leu-Qln f 

30 caracteris* en ce qu'on exprime un ADN, qui code pour ce polypeptide, dans une cellule hOto. 
2. Proc6d6 selon la revendication 1. caracteris* en ce que la cellule htte est une cellule de levure. 

35 



40 



45 



50 



55 
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Fig- 1 
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